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(57) Zusammenfassung 
Eme ; S Vomchtung > U) - j 
: N dient ; • : zur •(* fc Dufcliru^rung ; /v ; 
yon v Untersuchungen v an 
Zellioilturen (2),' die sich in > 
: einem flussigen Kultnrmedium ; 
(4) befinden. Die Vomchtung 
weist \ wenigstens - ein .'. 
Aufnahmebefaaltms , (3) zur 
■f^ Aufnahme des Kulturme<h'ums ' f • 
nut der Zellkultur auf, wobei 
ein oder mehrere Sensoren 
(6) r :fur Messungen Tan* -der 1 
Zellkultur vorgesehen sind und , 
wobei das Aufnahmebehaltnis 
(3) wenigstens einen Zugang 
zum Zufunren unid Abfuhren f 
\von fliissigem Kulturmedium 'K 
; : (4) und dergleichen aufweist % 
v*Eni'\irennk6rpef' (7) ist 'm '/-J:: 

das oben offene Behaltnis \\ 
' einfuhrbar und inrierhalb des ? 
V Anfn ahmebehaltnisses in eine • 
, bodeimahe Position Jbringbar, 
.in der . er ] einen : gegeniiber ?; : 
, dem Gesamtaufnahmevolumen r,- y 

des . Aufnaomebehaltnisses 
< kleinyolumigen " Teilraum ; (8) J ; . : ; 
des ?. '•■ A : ufeahmebeiaitnisses : .. V 
begrenzL' ^V./'.'^^teriiin V'ist. ! ; 
wenigstens ein Stromungskanal ! 
(9) Vorgesehen, der einerseits ' 
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■'; an Zeilkulturen 

' !°^ f ^*^; be f % auf.'eine.Vorrichtung .zur Durchfuhrung 

^^.-.' ; i'^; Vv V °^ UnterSUchtJngeh an Zeilkulturen, . die sich in einem flussigen' ; 
/: ^belVdie Vorrichtuhg wenigstens eine 3 ■ ■ 

% 5 : " AUf P a ^ f * r K "l turmedium und die Zellkultur avifweist und wobei ,. ' 
" r % Sin ° der mehrere Mefieinrichtungen und/oder Sensoren fur Messungen 

\. - ... - n der Zell Kultur Vorgesehen smd. >. ' 




• , 15 ^ufige Regeneration des Kulturmedit^s , beispielsweise dure l 
■ geexgnetes "Fluidxks^tem, ' Wrzeugt ^exn ^xtgehend konstantes^ f -. •,' 



physiologisches Milieu. Leicht zersetzliche Wirkstoffe, die derrr ' 
Nahrmedium zugesetzt sind, konnen ebenfalls leichter ^ regerier iert'K' 'v" 
■ ■ werden Das zugefuhrte Medium und der Zellkulturbereich selbst 7 

20 mussenvorKontaminationdurchMikroorganismenundvor ubermaSiger 4 > . ■ 
,. ,.- Verdunstung geschutzt sein.-Dies sind wichtige Voraussetzungen 

fur % die'" sensitive Messung zellularer Reaktionen < , 



• Gememsam ist alien Zellkulturbereichen eine Flache am Bdden fur'" ; 
25;, die Zellauf bewahrung/Zellwachstum sowie eine Wandung, die einen " ^ 
. Trog fur die Aufnahme des Kulturmediums bildet. Das Kulturmedium 

: : '^;' ^ ImiS ^r 6 ^ 1 ^^ Zeitabstanden •regeneriert werden,' da sich"; i ' -V 1 

' •'■■■^ M werden und biologisch 'aktive Substanzen ihre ^ivi&'V?>.T^ 

... 3 0 v xm Laufe der Zext einbuSen ' , . ~ ; . , • , V 

^^'Wf^^^^H f oe^t bereits eine vorrichtung .^ 

-;Handl^ng von ^Zellkui turen in Kombination mi t Sensoren bekannt , : : • ^ I 
; ;\ Di W Vorrichtung weist eine dicht. abgeschlossene , kleinvolumige " ' " ! 
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Perfusionskamzner -auf . in der die Zellen kult.ivi.rt: warden und 
die gleichzeitig. mit- einem Sensor ,bestuckt. is t . Die Kammer besxtzt 
einen Zu- und einen Abf lu&kanal . < Angetrieben von einer .Flussig- 
keitspumpe/ fliefit das Kulturmedium: durch die Perf usionskanuner . 
inperiodisch auf einanderf olgenden intervallen f olgen Phasenmxt 
Perfusion und Phasen ohne 'perfusion auf einander. , Die Phasen nat 
Perfusion' dienen der Regeneration des. Kulturmediums , die Phasen 
ohne Perfusion dem MeSvorgang , d,h, der direkten Verfolgung der 
extra- zellularen Ansauerung in der Perf usionskammer - .„ . . 

Nachteilig .ist jedoch, da* ein hoher apparativer Auf wand vorhanden. 

1st da eine Flussigkeits-AntriebspUmpe , Ventile zur Steuerung 
;d er '.Piussigkeitsstrome sowie Schlauchfuhrungen notig sind. > 
^achteili^istWiter^ 

^Bildung von ^uf tblasen in;der .Perfusionskaxnrner vorhanden ist," 
,die : nur uhter. vergleichsweise hohem Aufwand auszuschlieSen sind., 
iipazu sind Anlagen zur ;Teil-Entgasung des Mediums ; erf prderlich, ; 
■Jdie^den^ellkulturen ; verges chaltet werden inussen. : :{ pies.erhoht 
^insgesamt den Auf wand. .SchlieSlich ist ^ ein relativ^ hoher 
Arbeitsauf wand erf orderlich , ,um, eine luf tblasenf reie und luft-, 
,: b zw. ;flussigkeitsdiehte Montage des Systems zu erzielen. Besonders 
. nachteilig ,wirkt/sich ;dies aus, -wenn eine Vielzahl/paralleler 

• proben zu testen sind , was in der .Praxis die Regel. xst . , • . 

'^fgabe der vorliegenden'Erfindung^ist die Schaffung. einer 
vergleichsweise . einfachen Anordnung ; zur ..Regeneration von 
Zellkulturlosungen und die Schaffung kleiner Mefcvolumina . Dabex 
soil auch. die MSgiichksit. ^gegeben sein, die , geometrischen 

• Umgebungsbedingungen der Zellkultur anpassen zu konnen,- ., 

; ) zur L6sung dieser Auf gabe wird vorgeschlagen , . da* ein Trennk5rper 
' vorgesehen is t , weicher der auf . der einen Boden -aufweisenden 
; Aufnahme bef indlichen Zellkultur zum Verdrangen eines Teilvolumens 
des die Zellkultur uberdeckenden, . f lussige.n Kul turmedxums 



^ WO 00/71669, 



PCT/EP00/03860 



• / ^aherbar und in dieser •Position oberseitig des Kulturmediums ^ 

einen Reaktionsraum begrenzt. ■ : ; \- : ; : 

; : • ZweckmaSigerweise' sind dabei ein dder mehrere Sensoren und/oder • 
' MeSeinrichtungen im Bereich dieses ; Reaktionsraums i angeordnet ' ■ 
5 : ' weiterhin kann nach einer beyorzugten Ausf uhrungsf orm "d& v" 
. Trennkorper ; zwischen einer bodennahen Position- und einer ' ' . 

,:;i;:J;. ;; bod ^ fe ^n position hin-und herbeWegbar sein und in der'" -J 
- • w> , b ° denriahen Posi tion den Reaktionsraum be'grenzen':' . - -■ ; • , '-if^, 
■ i §S? S t- In ^ •bodennahen Pos i tion ;bildet l der ' Trennkorper eine Abgrenzun^S^ \ 
,10 eines klexnvolumxgen Reaktxonsraums ' die Z ur Dif f usxonsein- 
: , schrankung fur Subs tanzen dient, die von den Zellen gebildet oder 

• verbraucht werden. ^ v.. , ~ . .. ■ 

Mit- dieser erf indungsgemaSen > MaSnahme ist ein kleinvolumiger • ■ 
■ ; " Reaktionsraum Jrealisierbar ; ■ in dem die durch den Z^l 1 s ^w hMl 



' , in . dem die durch' den Zellstof fwechsel . 
15 • bedingten, mefibarenstofflichenAnderungenvielraschefvonstatten 

gehen, als in einem groSen Volumen. Aus der Anderungsgeschwindig- - : 
keit des pH-Wertes oder des Sauerstof f -Partialdruckes in einem ' " - 
^ • - Zextintervall lassen sidh; beispielsweise Inf ormatxonen uber dxe( 
• : - -Aktivitati des Zellstof fwechsels gewxnnen " - • ' ' " 

' /\ Eine Ausfuhrungsform der Erfxndung sxeht vorV daE vonemander!/ • ' 

getrennte Kul turberexche insbesondere durch strukturlert < \ 
T ! aUfgebrachte ' zellabweisende • Beschichturigen oder durch eine V 

drexdxmensxonale Strukturxerung des Bodens mxt Vertxefungen > • 1 
25 beziehungswexse Erhohungen xn den ; dazwxschen befindlxchen : ■ 
" • • Trennberexcheh gebildet sind urid dak in den Kulturbereichen das 
. • * ; ' Kul turmedium vo'rzugswei se jeweils als 'Tropf en ' v'orliegt . •• SJ'-r 

;. '-WdemzumBeispiel stempelartigen, . eine unterseitige Flachseite • ■ ], 
30 aufweiseriden Trennkorper kann der Trbpf en von oben beauf schlagt 
. v ;,J.vm ? d ; ein Teilvolume'nVseitlich verdrangt 

•^ . - . -Trennkbrperi - nur . ein dunner> ' die , Zellkultur Vuberdeckender " 
: ; ;2; r ? 10ssi9keitsf f lin : Ye^leibtY* der-defi -Reaktiohsraum^it einem' Y^'fiS 
' ••Mikroreakt ionsyolumen .'an Kul turmedium bildet . ' ■ 
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Der Trenrikorper trennt in bodennaher Position den Reaktionsraum 
von dem Obrigen, seitlich nach auSen verdrangten Tropf envolumen 
des Kulturmediums ab. 'Durch eine Hubbewegung des Trennkorpers 
kann dieses seitlich verdrangte, als Reservoir dienende 
TropfenvolumenmitdemimReaktionsraumbefindlichenKulturmediuin- 

volumen vermischt und dadurch eine Regeneration des im Reaktions- 
raum' befindlichen Kulturmediums err eicht werden. 
Eine Ausgestaltung sieht vor, daS wenigstens ein Trennkorper zu 
einer oder mehreren, . auf dem Boden der Aufnahme bef indlichen 
.Zellkultur (en) jeweils seitlich zumVerdrangen e ine sTeilvo lumens „ 
des die Zellkultur uberdeckenden , flussigen .Kulturmediums 
positionierbar und dort gegebenenf alls annaherbar. 1st , 
Beispielsweise konnen auf einem Halbleiterwaf er mit Sensoren ,im 
' Bereich dieser -Sensoren Zellkulturen:.aufgebracht. werden, bei denen 
dann'ein Trennkorper nacheinander seitlich so posi tioniert werden 
kann daS ! er sich pberhalb .einer Zellkultur befindet. In dieser 
'position. konnen- dann Messungen durchgsf iihrt . werden, Es konnen 
dabei auch mehrere; seitlich • in etwa horizontals und gegebenen- 
■falls auch .etwa vertikaler. Richtung positionierbare Trennkorper 

, vorgesehen' sein. 1 ... 
Es konnen hierbei die Zellkultur ( en) auf den Halbleiterwaf er 
• auf gebracht. werden,. urn die Sensoren nach der Hers tellung des 
Wafers zu :testen oder aber der Halbleiterwaf er mit den Sensoren 
bildet. im lwesentlichen die . Testvorrichtung, . urn Messungen an 
Zellkulturen yornehmen zu konnen. .... ... . 

Der mit Zellkulturen besetzte Bereich des Halbleiterwaf ers kahn 
bedarf sweise mit einer Umgrenzung zur Bildung eines Behaltnisses 
fur Zellkulturmedium "umgrenzt sein. 

Eine Ausf uhrungsf orm der Erf indung, fur. die selbstandiger Schutz 
beansprucht wird, sieht vor, daS als. Aufnahme ein oben.offenes 
Behaltnis vorgesehen ist, in den ein Trennkorper ragt, der den 
Gesamtaufnahmeraum des Auf nahmebehaltnisses in zwei uberexn- 
anderllegende Teilraume aufteilt. da£ der bodenseitige Teilraum 
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, - : exnen-gegenuberdem Gesamtaufnahmevo lumen des Aufnahmebehaltnisses ''*•" 

. kleinvolumigen ^Reaktionsraum and der andere Teilratxm einen ' 
,. ^ ^Reservoirraun, bildet, dafi wenigstens ein Stromungskanal vorgesehen - ■' 

• :-«t, der einerseits an den Reaktionsraum uhd andererseits an den' - 

, 5. : - Reservoirraum angeschlossen is t , dais innerhalb des Trennkorpers 
. ; • .;: exn oder mehrere Durchtrittskanale vorgesehen sind, ; die in deh - ^ ' 

';'/. • ; .^ ,Y; : . : - klein ^ 1UInigen • Teilraum , des Aufriahmebehaltnisses •und/oder den 

ZweckjnkfiigerWeise^ ^ind ' auc'h ^hie^rbei ^inHder ' mehf ere Sensor W-t^ 

W'M^ ,:^ d/ °der • MeEeinrichtungen im '-Bereich; . des Reaktionsraumes £ " ' 
* angeordnet. ;'• 

- J . , -, .Reaktionsraurn zum Bexspiel mikrosensorische Messungen bex erhohter-C . " 
, - . ; ."Zellkonzentration durchgef uhrt .werdeh, . wobei : die erhohte'W ■ ' : 
■ .15,-, Zellkonzentratxon zu schnelleren Akfcivitatsanderungen fuhrt untf ' f ^ 
CKS^Sl^^^'; ^&?*?5*^^ Messungl ; ? H^MM 

^ftm^,^ 1 ^* des Reaktionsraums ,bef indlicheV^ch den Trennkorperi^^ ^^"i 

, . . - getrennte Resevoxrraum kann bei .dxeser Ausfuhrungsf orm vergleichs^ ' 
■ :r . , / weise grofi sexn, so dais verbrauchtes Medium im Reaktionsraum durch , "*• 

'J.^ i-'Vv^v^F!^^^^ 111 . zvigefuhrt ,'werden ^mu£ . • • ; ; : c ;\ ; :v : !v* ' 

: . Das konvektxve Vermxschen des im Reaktionsraum und im Reservoir- 

.. , • • , befindllchen Mediums' kann' erfo.lgen, . xndem tiber den ' 

- . • 25., ■. ^rchtrittskanalexnbestimm . ' 

^,> : ->vJ^J-:^.W wirdifeie'^^'--:^ 
,V: •/•^^•^-•..•konvektive Vermischung : erfoigt uber -den Stromungskanal' ; ■ ' • ' . 
v:v v ; : Ov^Nach einer Ausfuhrurigsform der Erfindung ist vorgesehen;- dais der ■ 
; , ; Trennk6r P er innerhalb des Aufnahmebehaltnisses zwischen einer * ' ' # V " 

, :30 rr ;; bodenhahen Position- uhd einer' bodenfernen\ Position nin-und 

v S; . y/.herbewegbaf'.ist. ;. : . ' --\ *• ; . " : '. - : ' . ;v. ;'. . v,: 

^ ^geherieren der zellkulturlosuhg im Reaktionsraum besteht " % 

^y ^dadurch die Moglichkei t , ' den s tempelf ormigen • Korper anzuheben ' - 
; : und wxeder in seine vorherige Position abzusenken. Dabei findet ' 
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, eine konvektive Vermischung • des .verbrauchten .. Mediums , aus dem 

• Reaktionsraum und dem restlichen, im. Reservoirraum befindlxchen 

• Medium des Zellkulturbehaltnisses uber den StromungskanaL statt 

• Das Abgeben und Ansaugen eines Flussigkeitsquantums in Bezug auf. 
.5'.:' das Mikroreaktionsvolumen erfolgt somit durch eine mechamsche 
; Bewegung des Trennkorpers nach oben und unten. 

Ein Komplettaustausch des Zellkulturmediums wird in Abhang.gkext 

• • von der Stof fwechselaktivitat der Zelien und dem Ges amtvolumen 

-der MeElosung ^erst in grofieren Zeitabstanden. f aaixg, : - 

U ° ■ : Der >rennk6rper : bildet einen oberen AbschluS des Reaktionsraum, 

• - so dafi ein Schutz vor Verdunstung und. auch Kontamination gegeben 
; Jist im -ubrigen.wird das.darin bef indliche Mikroreaktionsvolumen 

' ' ' ?^ch-durch das ^ wesentlich groSere yolumen von, Kulturmedxum im 
15 £ reservoirraum' gepuffert,; so d# auf tretende Verdunstungen an der 
: : ,iVFiassigkeitsoberf lache ■ insgesamt keine Auswirkungen haben auf. 
^' '.-t-- >das. Mikrqreaktionsvoiumen. ; i \> ■ < v • -y:"' ; ' :" ,. • 

' Eine vortcilhafte AusgesCaltung der Erfindnng sieht vor. daE der 
'^stand des Trennkorpers von ; der • Zelikulour ■ und . damit dxe 
Lbodennahe. Position des Trennkerpers innerhalb des Aufeahmebehalt- 
• nisses einstellbar ist . ::..•/ ; / ' ' 

Wren den in seinem Abstand zum Boden des Auf nahmebehaltnxsses 
' einstellbaren Trennkarper kann in der Umgebung der Zellkultur 
: eindenDeweiiigenAnforderungenexaktangepasste 

• volumen eingestelltwerden. Dieses. Mikroreaktionsvolumen kann 
•' I; dabei so eingesteilt werden, daS nur einschmaler Flussigkextssaum 

• von z b - 50 pm' bis 500 p* uber der Zellkultur verbleibt. Dadurch 
wird das geforderte Mikroreaktionsvolumen mit entsprechend hoher 

3 0 " zellkonzentration hergestellt. . , ; . 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung der Erf indung sieht vor, dafi die 

* • • unterseite des Trennkorpers eine Gasblasen nach aufien ableitende 

• .'• Profilierung. -vorzugsweise eine konvexe Wolbung aufweist. Luft- 



20 



25. 
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V : ;;; :b 2 w.-, Gasblasen konnen somit entweichen und beeintrachtigen die' 
, Zellkultur beziehungsweise die Messung durch die Sensoren nicht 
:;• . : . ;; Der Trennkorper bildet dabei keinen luft-.und f liissigkeitsdichten 
• V AbschluS des .-Zellkulturbereiches, so' daS die Gasblaseh^nach auGen 
.JV:;; ;.. entWeiChen k5nr > en - Dadurch ist auch die Montage erleichertv :'ieil ? 
v'- " dazu ; ni cht auf ^Gas f r eihei t geachte t . werden mufi '. \--l<,' S '"• 



;.{ : : .;:i ; ;;:,? e ^ 0nd f rs ,:^ rte ^ 1 ^ af ^ r±*t \;es, : • :wenn , : eine Vielzahl , von -Mxf^S^. 

: y • : • Z^:^^^^ 11 ?^ • ' dafi diese Aufoahkebehai tnis s e insbes ori'dere dure* y ! ' 
• ; , handelsiibliche Multiwell-Platten gebildet sind "und daS' am unteren H 
; "-'- y^ ' Ende der Pxpetten oder Dispenser-Kanale des Pipettxerautomaterx \ ■ 
■■ " -J ■.' :.;3 e weils;.die Trennkorper vorgesehen sind, Dadur eh bidden dies e^ .« .: 
- : .Trennkorper erne Sonderf onn f iner Pipettenspitze; ' - 



ten und einer , ' 

.sseril 



* : <■/ . ^ als r . Ze llkulturgef aiSe; ; wirkt sich/ der ' emfache Aufbau ■ der " ' : - v - 
s :; v - ; ^.rjeweiligeri Vorrichtung mt ^em ^b^lf ^gen Korper vorteilhaf t > , ~ - 
•20 V ./ays .Insbesondere konnen zumBeispiel ^ " 



lessungen v - 
igetrxebenen DurchfluS • , 



4 : ^ • praktisch' nicht moglich iist , ^ \ J .w.^.'- 

" 25 ; .^Nach exner Wexterbxldung. der Erfxndung ist^ vorgesehen, da£ , H 
,y beabstandet zum • Behaltnxs-Bodeh und. zwxscheh diesem Und dem in V : 

•:'C^ 

- kextsdurchlassxge Membrane oder /'dergleichen Filter -/oder 5 

v /y,;;.^'y^^ 

•■I- : ;^^? t ?'^=^^' der ; : ZelikUltur, "Wird die' empfindli^ "' 0 

■ .. che ; ZellkultUr vor Flussigkei ts-ScherkrSf teri' und/JDrickstaiSen; " 
: r..v, ; : v; -.i^die beim .konvektiven . Vermis chen und 'dem'.'zufuhien und Absaugen ^ ' ' •'! 
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i"«f;:is4 es zeigt', etwas 'schematisiert : . v v 



^Cpi^^ ; Vor r ichtung fur, Unt er suchungen Van Zell- 



307 ' "/"■•" r l, 

Fig- 8 



' ■ Tr enhkorper , ;>"• " '•: : r ' : /'"''" 

■ : , eine schematische Darstellung eines. Pipettier : 
■ aii'tomaten, •"■ 



' ' von Zellkulturmedium auftreten konnen, bewahrt , Auch konnen dann 
■ < X : ^ssungen ah .nicht-adharenteh ; Zell typen^ durchgef Ohrtywerdeh , die ... 
ahsonsten leicht von den Flussigkeitsstromen weg von den Sensoren .,:../ 
■ ■ oder .aus-.den.' kleinvoi'umigen "Teilraum gespuit - werd.en kpnnten, 

^ Nach einer Ausgestaltung der Erf indung ^ kann die Auflageflache ,~ ' 
■ -fiix die Zellkultur opt isch. transparent sein. Damit konnen dann 
: . •:: : M essungen zum Beispiel der Absorption, Streuung,' Fluoreszens von ,. : 
' ,' ,:-den Zelleh/ gegebenenfalls nach einer Anfarbung, durchgef unrt .; J J 

V'zusatziiche Ausgestaltungen der Erfindung sind in.den wexteren 
: - Unteranspruchen aufgefuhrt Nachs tehend ist. .die Erfindung mit ,, 
• ■ ; .^;ihren 'wesentlichen'Einzelheiten ^anhancT der Zeichnungen noch naher 



20 : kulturen mit einem Aufnahmebehaltnis, einer darin 

f lussigem Kulturme- .;\;V'/'.. 
^3-i'^::X. - dium und einem in . dieses', eintauchehden . Trenn- \ ,:. ,;y 

\ :;; '/' A$f'>! v'.V.. i -v' : -'{• '■". ' ; ; • korper , : : .tf ., . ■ ■ y . ' : ' \ •■>•-'■ .■ •■' 

: • 25-: : i - Fig': 2 . bis ' 4^ "V - die ; in i Fig'. X 1 Vgezeigte Vor r ichtung : in ' unter-, , ; V . 
• ; ':;;,;V\>V^j: V -V; : ^ schiedlichen Betriebssituationen, • • . • 

". , ,r> <Figv5 bis ^7 :i ' die '/in • F^Lg.. 1 gezeigte Vorr ichtung mit in , 

; ^\ ^ntiers chiedlichen ; Positioneh : bef indlichen :. ' 
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:Fig . : 9 y^''" ; --.*. 



;-;eine yiel 2 ahl von-Au^nahinebehaltnissen in Form" ' • 
.. ,:■ . ^ n&r Multi -±^rplatte ' rnit Mikrosensorarray s ;/} V> 

.Fig v i^:^ci;ll - auf einem Auf nahrneboden bef indliche Kulturmedi- ' ' 

Positioneni v V 

: .•• . tief indlichen Trennkorpern . • : . 

.*V". -Bine in' Fig. 1 bis 7 gezeigte yorrichtung 1 dient zur Uncersuchung ^ 
: , an Zellkulturen .2. DieVorrichtung Waist dazu ein vorzugsWeise ■ 
10 •'*, «°3f ormige s AufnahmebeMl tnis 3 auf , in velchen, sich bbdenseitag • 
: <U " ^ll~ltur * ,n eme„, tiu ES1 go, Kultunnediu.-n 4 bofinde, to ' 



, - ^ •Boden 5 des Auf nahmebehaltnisses bef inden sich ein oder fnehr ere - V 

. Sensoren 6, mxt ? denen Messungen^an de f ; Zellkultu^ 2 vprgencnunen ^ 
__ ; warden konnen. Eevorzugt ist ein Halbleiterchip xnit in^^o™ " ' 




.J: Trennko -P- ^ exngefuhrt; der xn exner bodennahen Position, wxe ■ ■ 

■• 'i< ^ ^ Flg * 1 erk f nnba - r ;- , e ^en gegenUber dem Gesamtauf nahmevoluxnen " 
. 25, desAufnahmePehaitnisseskleinvolumigenTeiiraun^l ^L'C^ ^h:.'^ ' V ' 



- - 25, J^nah,^^ 
V',: / 8 begrenzt . Der Trennkorper 7 hat einen 4 t>ra dexn Qu^r sennit t des" ' ' ' 

l&BmSWBM^^^^ ^fnahmebehaltnisses 'ise ^ein Uberstrispalt 



^ %ftLhr^sbeisp ; ief ^in^ plattenf onnig^ 
^^^^ bxr^i^ ; S oh a ^ t'^ll anschlieBt.:.Die: 



!. 
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der zellKultur ,zu g ewahdte Seize des T-enn*6rpers beziebungsv,eise 
^Kopf 10 ist so dimensioniert. da fi Sie zu.indest erne den , 
die Messung. der durch:** Zellen y«*r.»che«. Oder ..gebzldeten 

Substanzen Flacbe abdecXt beziehungsweise W^"*^" ' 
besondereeirieetwader^Senser-OberflaoheentsprechendeFlache 

iSe'balb des .ufna^ebebaltnisses 3ist der ScbaftH ,it eine* 
Z Bebaltnisrand 12 abergreirenden DecHel 13 verbunde,. de 
: iri S besondere ,: einen Anscblag , bildet' ; zur Begrenzung der . Ern 

S ti e £ ede sT ^ 

3. Die Auflageseite des Deckels 3 ist ; SO ausgebrldet. da* h. 

kein gasdichter Abschlu* ergibt,, StribbpunHtrert srnd ent- 
. s P rechende _ Prorilierungen ;,.oder . Kanale 26 angedeuter .. «n 

Sliarand 12 Woder ita *rf lagebereicS;des. pec)cels ;13 Konnen . 
' ^tel ln.it.ei vor g eseben,sei„ . dubcb die die.bodennabe Patron 

aes ^rpers .innerhalb des Mf nab»ebebalt,issas e.ns e 3 ^ar 
M ^entsprecnW isf die ^ des. Kea.tionsraums varr.erbar . , 
: tnsbesor.dere ,anr. dadurcb ein : sebr Raines ; ^brorea^onsvolu.en . 
ezS^elltwerden. wobei der ^ der Unterseice des Kopfes 

. .OVon der zellfcultur zuiBeispiel 5 = „n,bis 500 be-agen Ka- 
.1 D er ■ cberhalb : des : Kopfes, 10 . befindlicbe Tezlraun, des Au£ 

, " to ebenaltnis S es 3 biidet einen Reservoirraun 14 » welches 
Xstcbabenso vie in. unteren, '■cleinyolu.igen -eab^nsran. 
:> 4ussiges VKulrur-nediuMV.; befindetV^s^rnab^^lu^^e 
ReservoirrauK.es *ann etwa 100 mal grbSer t sa,n als .das Auf .., 
nabjnevoiumen .des Reakt:j.or.srauir.s ;8. . ■ ■ , ■ , ■ ■,. '. ; ■ 

? ^lnnerhalb':des : TrennkOrpers 7 is, ein In dor. Reaktionsraa* 8.. 
: ; ^dender: D urch t rit t sianal. '15 ,:.vo ? geae h eri , dessen anderes Ende 
■' STBereicb des bezels 13 einen ^scblu? .1.6. zu m Verbinden »t 
' :lner Pipetbe 17 .ode, de.rgleicban aurweist, ^..^ 
Web C bitts k anal • IS kann friscbes KulturMedin™ 
verbrauchtes Mediuir. abgesaugt werden. . ; •> .. , . . _ 
Tusatzlicb zu den, in den Reaktionsraus, 8 .Ondenden Durcbtrxtts- 



WO 00/71669, 



PCT/EP00/03860 



• . ; • . 11 . ■ ' 

- :• =• •• ; -kanal 15 ; konnen auch in/den Reservoirraum 14 mundende Durchtritts- 
.. ' • '■/ ■■■ .'.* oder .Verbindungskanale' vorgesehen sein > • : , '"'V 
; ;,Mit.. 18. ist eirie Elektrode • oder- ein Sensor bezeichnet, die ,. 

- : • beziehungsweise der durch den Trennkorper ' 7 hindurchgefuhrt lst C : '"f: 
5 und bei dem Teilraum 8 endeV. Beispielsweise . kann hier ein^ y;. 
• . ; :v . . ^Bezugselektrode fiir eine pH-; und p0 2 -Messung eingesetzt^rderi 

$2. .rt.^iW ; ^ ie " ?rf 4p^gf^aSe>orrichtu4g 1 wird. bevorzugt in :Verbindun^l V 
;.-vif v mit: einem •Pipettierautomaten 19 ' eingesetzt , der schematised ^0ISM\ 

10 ^£; Fig -' ? gezeigt ist.-. Deutlich sind hier drei sogenannte Wltiweli^l/ , : 

V '.' -flatten ^0 mit ' einer Vielzahl .von • Aufnahmebehaltnissen . ^ 
^^.ilj-^^-y^rkennbar-. StandaardmaEig konnen -solche MuYt^ 

}':^^^ 

• .', - . . «<• aufweisen. - - , J - • /' j . 

• > .-T5~V ----- j - ' - r -v.~- . ••, -' -1.x „. 

V' : f^ 1 Pipettenkopf 21 rrnt emer Arizahl von Dispenser-Kanalen 22 

V r±st mit 'eiher hier nicht naher darges tell ten Positionierein- ■ ■'■ - 

; ; : x ln zwei Koordi natenrichtungen bewegbar und zusatzlich auch in .." 

20 ;4er Hohe verstellbar ist Die einzelnen Dispenser-Kanale 22 sind V „ 
:. : V' mit ihren freien Enden -jeweils mi t 'einem Trennkorper /7 verbunden J '7 : v : 
- : "' V ' ! , und ?° " PPsitionierbar, daS die Trennkorper 7 in ein'er oder /' ? • 
' mehreren Rexhen gleichzeitig in die Aufnahmebehaltnisse 3 ' 
: ; .Multiwell-Platten 2 0 eingefuhrt werden' konnen . - • ... ^4 

. .. . .. ^i^j^keit ^ US : den einzWlrien ;Auf nahm'ebehiltnissen. 3 ^ntnoxnmen 

''.j ; '-7 urid in .andere; Gefa^e uberfuhrt wercieri ^ziihu^sw^s^lke^ 
. Fl ^ssigk^it^^aus ' Gef afien ; ] entnommen ; und den ■ mit' ; Zellkul tiiren 
• :.^ P 'l^ v^^ herl ^ n A "fnahmebehal triissen. . zugegebeh werden'. ^rinzipiellXX^ 1 '^"l 

" : ;^> ; :-;-^ nn ;Somit;;^ine periodische' •Regeneration ^s^Mi^ 
. . .. . . ; . volumens. in dem kleinvolumigen Teilraum ^' und ; somit '^'in der -^ - J 

V Umg^bung der .Sensoren 6 sowie der lebenden Zellkultur ' vof genomrtieri" ^1'^ 

•'. • ' ' 7:, werden. Das Mikrbreaktionsvolumen wird. hierbei nicht durc'h^eine ^ - ^'H-, 
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geschlossene Perf usionskammer und die Regeneration nicht durch 
das Hindurchf lie&enlasseri einer Losung wie beim Stand der Technik ; 
erzeugt, sondern durch die Ausbildurig des Trennkorpers 7 in 
Verbindung mit den nachf olgenden Verf ahrensschri t ten erreicht , 

iDazu ist in den Fig.. 2 bis 4 •in Betriebsmodus gezeigt, bei dem 
ein Durcnmischen des flussigen Zellkulturmediums durch periodische 
Abgabe und Auf nahme von Zellkulturmedium erf olgt . . : 

Der andere Betriebsmodus ist , anhand der Fig . , 5 bis 7 wiederge- 
, geben . Hier erf olgt das Durcnmischen des Zellkulturmediums durch 
periodisches .Absenken . und Anheben. des .Trennkorpers 7 , • 

" Ih del'Fig 1 2 bis'^ist . der, j eweiis^mit dem Anschlu* 16 verbundene ; 
"Dispenier-^ 

erfolgt-das Zugeben und Absaugen von Kulturmedium . : Eine .Pipette 
;• 17^ beziehungsweise .Dispehser-Kanale . 22 ; sind .in , den Fig- 1 

be z iehungswei s e 8 , erkennbar . ' ■ . •..:;>•/ ... -W' "". ;' ' V'" ''V/..V ■ 

••Bei dem Betrilbsmodus gemaS Fig.'- 2 bis 4 wird der am'unteren Ende 
•:'eines : Dispen S er-Kanales 22 eines yPipet.tenkopf es 21 bef indliche 
;, : Tren nkorper 7 in ein . Aufnahmebehaltnis 3 ■ eingef uhrt und der 
Zellkultur 2 soweit 'angenahert/.dafi. sein kopf ..10 oberseitig- einen 
icleinvolumigen Reaktionsraum 8 begrenzt / ; wobei das Flussigkeits- 
volumen beispielsweise wenige Mikroliter betragen kann. In dxeser 
Vbodennaheh -Position des Trennkorpers - 7 be ziehungsWeise ;seines 
• Kopfes 10- kann dann zum Beispiel . eine ' mikrosensorische Messung 
beispielsweise der Stoff wechselaktivi tat : , der , Zellkultur 2 
erfolgen.' Dabei konnen aus der - Anderungsgeschwindigkeit des pH- 
Wertes oder des Sauerstof f -Partialdruckes in diesem MeSintervall 
informationen uber die Aktivitat .des Zellstof fwechsels gewonnen 

: werden . , , . - •• * ■ • * ' • . * ■. . 
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. . in- einem nachsten Zei tintervall erfo.lgt dann eine Regeneration 

. V . ; ^Vdes .Kulturmediums innerhalb des im Reaktionsraum 8 bef indiichen 

• . ^ v;,Mikroreaktionsvolu m ens . Uber .den Durchtrittskanal 15 wird dazu 
•/:.;. f .ein bestimmtes Flussigkeitsquantum an Kulturmedium dem Reaktions- 

• 5 .raum 8 zugefQhrt, wobei Kulturmedium von dem Reaktionsraum SgemaS 

den Pfeilen Pfl in den: Reserve irraum 14 verdrangt wird, wo eine 
^^^'jf^^ktive . Vermischung von ,'f rischem . und : verbrauchtem \ Medium 
'^;:''^fe:- Sta "- ;Ln v et • Anschliegend wird. ein gleiches Flussigkeitsquantum ' 

abgesaugt , ' so dafc aus dem Reservoirraum 14 
: 10,^:.gemaS den Pfeilen Pf 2 Kulturmedium aus dem Reservoirraum 14 in' 
! • i dSn Reaktionsr ^ UIn 8. uberstromt. AnschlieSend erfolgt dann in'.einem 
W^^f^^ t ^^-- iFi ?^ > 'wo keine ;burchstr6mung' .vorhanden ist^ 
■ v,.eine nachste zum Beis/piel mikrosensorische Messung. in diesem 
anhand , der F ig- - 2. bis - 4 beschriebenen :Betriebsmodus,;wird \iiS 
i '15 , ; wesentlichen . hur .das -'Mikroreaktionsvoiu^n^sp^ibdisch i.au'sgW® 
, 'A;.,V tauschlt ' .nicht jedoch das Re servoirvo lumen des Auf nahmebehSlt3^ 

• : V nisses 3 " ' Duf ch das\Zufuhr;en und; Absaugen lvon' dem- Flu's sigkeits^l 
W^lf^*- ^ :Wi?d , Prakti sch /' Pumpwirkung : :^i t\ burchmi schen' desg 

;. V.. an dem Reaktionsraum ,8 und in dem Reservoirraum 14 bef indiichen, 
^■■?^5^ft f lussigenjZeiikuiturmediums 'erreicht ''A = V-'m'.^-v-;'. i,"*::': •' 

v*V . in; :vqrgebbaren Zeltabstanden wird-. em ..Flussigkeitsquantum ' 
IviC : ^f^ n °^^ ^ ^f 63 ^ ^ n ;.ein Abf allgefaS uberfuhrt und anschlieBend'S 
,: wird' f risches Medium aus einem. Vorratsgef a£ ' ahgesaugt und m das ' 

Mi&iM^-^^ .5 e : jr .^ kul = tyJr . ^stuckte Aufnahmebehaltnis ^ Vge^ !' V, 

'25 : Wr . * -4 ••<'..-.,- • ■ - : _ • '-. ■" • / . . • ■■> ' ■ 

^•^0|^er . y Bejiriebsmodus V gemaS Fig-^S .: ; bis /7 : sieht ,vor, : " da£ der ; C 

: ; ? ;;^^ennkorper ; : 7. -durch eine vertikale Bewegung gema£ dem Doppelpf eil 
■If , > ; ;,Pf3 :in;periodischen Zei tabs tanden nach oben und unten gef uhrt ' . '. 
- T ;>wird. ; Befindet sich der .Trennkorper 7 ; in der unteren Position . 
? ■ l : i - (Fig • 5uhd : 7 ),ist das verges ehene Mikrbreakt Ions vo lumen innerhalb " 
V ; • |^ S .' i . Rea kti.onsraums ,.8 fur : die; Messung 4 vorhanc? en . -Nach dem '• 
|: • • .., ;M^interyall wird der Trennkorper 7 angehoben und durch dies e/ . 
: ■ . : '\ ;..Bewegung' nach oben . findet eine • konvektive Vermischung des 

• '..'. • ^sprtingl'ich ' im .. Reaktionsraum. '8 . bef indiichen; . verbrauchten ' ' 
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Kulturmediums mit dem rest lichen Kul turmedium des Reservoirraumes 
14 und damit eine Homogenisierung des Zellkulturmediums statt. 
Dieser ProzeS wiederholt sich periodisch. Ein Komplettaustausch. 
des Zellkulturmediums wird nur in jeder n-'ten Periode fallig, 
.abhangig von der Stof fwechselaktivitat der Zellen und dem Vo lumen 
der MeSlosung.. 

Das Regenerieren des im Reaktionsraum 8 bef indlichen Kulturmediums 
■erfolgt in diesem Fall durch eine mechanische Bewegung des 
stempelf ormigen Korpers und durch Vermischen mit unverbrauchtem 
Kulturmedium' aus dem Reservoirraum 14. .• 

In beiden.-.' Betriebsmodi steht durch -das im Vergleich zum 
•Reaktionsfaum 8 grofie Reservoir-Vol'umen insgesamt eine vergleichs- 
^weise ' groSe Menge an Zellkul turmedium zur ' Verf uguhg, ' das durch. 
konvektioneile Vermischung mit -dem Zellkul turmedium. aus .'dem. 
•. Mikr or eakt i onsvolumen ; fur eine vergleichsweise lange .mogliche 
"Verweildauer sorgt; bis schlieSlich ein Austausch des Kulturmedi- 

ums- erf dlgen .mufi . •; • -• 

'Durch die erf indungsgemaSe Anordnung; die auf ein kontinuierliches 
oderintervallweisesHindurchflieSenlassenvonZellkulturiasungen 

verzichtet, werden die damit verbundenen Probleme vermieden. Die 
Anordnung kann mit einfachen Mitteln sa gestaltet werden, daS 
sie kompatibel zu weitverbreiteten Zellkul turf ormaten wie z.B f 
die 96 well-Multititerplatte ist sowie. zu einer Installation in 
Zellkul tur-Inkubatoren ist . Sie'kanh sinnvollerweise , wiebereits. 
: vorbeschrieben, mit einem Pipe ttierautomaten komblniert werden, 
urn 'eine ' nicht-manuelle Regeneration der Zellkul turlosungen zu 
erireichen. . 

In den Fig. '1 bis 1 ist noch gut erkeiinbar, daS die Unterseite 
des Kopfes .10 des Trennkorpers .7 konvex gewolbt 1st, um zu 
bewirken, daS Gasblasen seitlich nach aufcen abgeleitet und iiber 
den 'uberstromspalt 9 nach oben gelangen konnen. Da der Deckel 
13 keinen dichtenderi AbschiuS des Auf nahmebehaltnisses 3 bildet, 
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■ ; was. dure* die punktierten Kanale ^6; in Fig; 1 angedeutet ist , ^ - " 

■ • • V :i ^-. ein - . Ga saustausch zwischen KUlturmedium und ' der . umgebenden 

C rAtrnosphare gewahrleis tet . Trotz. dieses nicht " r gasdichteri •'" 
■ ; Abschlusses des Aufnahmebehal tnisses .3. ist ein genugender Schutz • ' 
• V ^ r Verdunstung der Zellkulturlosung vorhanden und es wird^auch' . . 

; ..; das f indringen mikrobiologischer Kontarninationen verhindert DielA- 

• .• • ; Kan^l-e ,26 .sind in ihrem Querschnitt entsprechend klein dimensio-H^ ' ' 

•• .Material. '• , •• " i " ' • J ' v - 

, Weiterhin ist in den Figuren 1 bis. 7 erkennbar daS beabstandet " 

.. . *. zum Be^ato ;1 s = .ppden..und zwxschen diesem und dem in der bodennaher 
- i ; : ..tf, <3 .Position bef xndlichen Trennkorper 7 erne mxkroporose Membrane ' ■* 
6 i A 1 !:, 23 . f ls Schut f zabdeckung fur.die Zeilkultur vorgesehen ast - ^ ^ 

■ \ ,■ A , Z^ltuF vor Flussigkeits-Scherkraf ten 'un/bruckkbfien, die')" ? 
'r,-, beim konvektxven Vermischen und dem Zufuhren und Absaugen von >" 
' - , j. V ? • - .. 2 w lku ^ turmedium. ; auf tre ten. kpnnen , . "geschti t z t . Insbe'sonder e bei>' i >} . 
- 20 K ..nicht-adharenten -Zeli typen wird vermie'den, ' da£ diese nicht von^v 

'- V v ' \ dei ? ; .? i^s sigkei tsstromen weggespult werden . • ' V* 

, ■ ■ ' , .Fig. 9 zeigt erne Multxwellplatte 20 vor dem Zusammenfugen von " 

r .Platten-Oberteil wird dann auf erne Substratplatte 24 aufgesetzt " 
' •. '; y /[ , .v? und vorzugsweise. durch ; U1 traschallschweiSen .dicht' mit -dleser ^.T 
; • 3.0 ; • ; .yerbunden; Die . Substratplatte 4 ^mit den\ : ^iligen^nsoren '^j':- ^. 

• :, ^ildet;dann den Boden der; Einzelbehal tnisse ,3 . Die Sensoreh odei^ V : .; ^ 

j;;;; .tensor-Arrays auf der ;Subs t ra tplat t e 2^ s ihd 1 bei ■ Verwendung' einer ^ ^ ' '' ^ ' : 
' Mikrotiterplatte in dem Abstand der ' einzelnen Rohrchen oder'V ' ' | 
; ..v ^inzelbehaltnisse angeordnet.- ' -"• ■■■ V -^'V.:'' •. ; v . - "■:.;] 
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Durch Verwendung eines Mikrotiterplatten-Oberteiles zur Bildung 
der Aufnahmebehaltnisse 3 besteht die Moglichkeit, bisher xm 
Zusamrnenhang ruit handelsublichen Mikrotiterplatteneingesetzte 
Apparaturen, beispielsweise den in Fig - 8 gezeigten Pipettxer- 
automaten ~ beziehungsweise einen Beprobungsautomaten, exnen 
Mikropiattenreader und dergleichen unverandert einsetzen zu 

••konnen . • * * " 

Die Sensor en 6 konnen durch Sensorarrays mit mehreren, unter- 
■schiedlichen Einzel.sensoren gebildet sein. ;Auf der Substratplatte 
kann sich auch eine Steuer- und Answer tee inrichtung oder Telle 

davbn befinden. \ / 

■^Aufier- elektrohischen Sensoren auf Halbleiterbasis konnen auch 

^hoch .ndere, ; Sensoren, beispielsweise; auf opt i sober - Basis Oder , 

^r ; der'Ba^is : def^Dickfilmtechnologxe oder bio log is che Sensoren, 
^rgesehen; sein W mit den zuvor 

'•.beschriebeneh Sensoren eingesetzt werdeny ' ' / ; 

■Weiterhin Wsteht ^ie Mogli^^ bei derHalbleiter- 

Substratplatte 24 eine Heizschicht yorgesehen, .mittels der eme 

" ; Temperierung derWtratplatte m6glich ist . Bei ^Zellkulturen 
- kbhneri 'so ' auch bezuglich der Temperatur deren normale Lebens -, 

■'bedihgungen geschaf fen werden,: : so daG Untersuchuhgen aber einen 
■langeren Zeitraum moglich sind, Es besteht auch die Moglichkext, 
ahstatt'einer durchgangigen Heizschicht partielle, voneinander 

' 'getrennte Abschnitte von Heizschichten vorzusehen, urn bedarfswexse 
vunterschiedliche Tempera turen in bestimmten Bereichen erzeugen 

.:: 2U konnen ■ Zur thermostat ischen Reg e lung der Heizung konnen an 
" einer oder 'mehreren Stelleri der Substratplatte Temper a turmefcsenso- 
■ren vorgesehen. sein. Solche TemperaturmeSsensoren konnen auch 
-direkt bei den den einz einen Auf nahmebehaltnissen zugeordneten 
Sensoren 6 integrierf sein . TemperaturmeSsensoren im Bereich der 
. Einzelbehaltnisse konnen auSer zur thermostat ischen Regelung exner 
Heizung -auch zum Erfassen der biologischen Aktivitat der Zellen 
. verwendet werden. • 
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' °> e . Fig :\ l6 und 11 zeigen eine Ausf iihrungsf orm der erf indungs- 
;■ ..J&emaJSen ^ Vorrichtung- la;,bei der eine plattenf ormige AufnahiW ; 3a 
;/V -vorgesehen'ist, die dbersei tig : die Sensoren 6 tragt . . Im : Bereich 
,::des -Oder; der Sensoren; 6 . ist das f iussige ^Kulturmedium . "Ji " ais 
•• Tropfen 25 auf gebracht Dieser Kulturmediuin-Tropf en " uberdeckt 
\./auf den Sensoren -6 bef indliche Zellen bzw. eine Zellkultur ; 2 . ■ 
. .! , Zur •Biidung eines kl e invo'lumigeri Reak t ions raiimes 8a wird der. in . 
f^^0f^^ e ^3 des: : Trdpfens 15 anges e t z t e ; Trennkorper ; 7 a /in; 
; ; ;eine:bbdennahe"; Position gebracht,.' wie dies /in'vFig: ;.ll Vgezeigt : 
. ; ; 1 ? , fc .-. Be im 'A^ s enken des : s t empel.f ormi gen Trenhkorpers 7 a wird der? 
>:Tropfen.:25 verformt und .ein Teil' seines Volumens seitlich^riach ' 
^ 'alifien ^^^gpj<^0^ib ; des/ 'Trennkorpers^^a.: 'in .dessen I 
•' Proaektionsverlangerung verbleibt dahn zwischen der Zellkultur % 
:V2 und der ^im we sent lichen fla.ch.en 'unterseite de/:Trenrik6rper|" 
. . 7a erne du'nne Flussagkeitsschicht mit einem entsprechend gerihgen . 

verdrangte Vo lumen des Tropf ens 25 . ."" *, ■ -V\ ! ' . '" : v "* .,; '< 
Es steht somit einerseits/ wre anhand yon den Ausf Uhrungsbei^ 
;5 S pi e ^ eri ;^^S. :Fig>Ul :.bis 7 . beschrieben';: 'ein ^kleinyo'lumigerll 
; Reaktionsraum 8a und durch das. seitlich iiber die Trennkorper- ^ 
|projektioft verdrangte Kulturmedium-Vo lumen' ein Reservoir 14a zur ^ 
^Ve^gungv-I^ das^lcurmedium 41n deni' spaltf omigen iaktions^S 
^^^ a Re ^ kti ? n d ^ r •?^ L1 f 1 verbraucht; : karm' der Trennkorper 

f Pg ^ h °^ .:^f ^ n ' ,1^V£ch aus/deh s ei 1 1 i ch verdrangtenE 
iTtpjpfe^e.relc^ 

/gelangt^und^sich- mit dem verbrauchten kulturmedium vermischt :S\ 
;wieder.>in"kleinvplumi 

^sich dann: in diesem' Bereich; regeneriertes . Kulturmedium bef indetft: f • 
^s sphlieEt sich danh wieder ; eine ' MeSphase an '. Diese' Anordnung 
•kann.Vorzu^sweise eingesetzt werdeh,' urn" auf unzersagten -(Chip) - 
Waferh :FUnkt ions tests .an' 'Sensoren' du'rc'hzuf uhren . ! , ' •• '-./}, ' .' ■ i [ 
Die plattenf ormige Au'fnahme 3 a kann etwa wie die Substr'atplatti"; ?'\ 
?4; ^emaE: Fig..';'9 ausgebildet sein, • wobei . die einzelrien Sensor^fe 
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bereiche". durch ...strukturiert '. auf gebrachte , ' . zellabweisende 
•. Beschichtungen voneinander.;getrenn t :sein konnen . ,ln diesem Fall 
.. bildet der . Boden der. Aufnahme einen Teil eine.s die- Sens or en 
; auf weisenden Wafers.- • .' 

: Erwahht sei noch : ; daE die plattenforraige Aufnahme 3a (Fig.. 10 
■ und 11) bzw, der'Boden 5 der Aufnanmebehaltnisse 3 (vgl .. Fag.. 
' 1 bis 7)' optisch transparent sein; kann, damit die Zellkultur bzw. 
das in •'diesem; ;Bereich befindliche ; Kulturmedium fur optische 

-MeSeinrichtungen : vor zugsweise von unten : zuganglich i.st . . ,, . ■; . 



:f/.Ans'pr,uche. •.•.■.•,*■' 
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Anspriiche 



. I-',;. Vorrichtung zur Durchf tihrung vein. Untersuchungen 'an ' ■ 

/. :'; > • • Zellkulturen ; , .die sich ;in - einem flussigen . Kulturinedium . ' ' 
. / •' 7 ;:;: 5 ■r b * ti ^ n; . Wobe± . Vorrichtung\wenigs tens eine Aufnahme.' 

7 ;• • )•'/.; ; " " f ar Ku lturmedium und die Zellkultur aufweist -und wobei Jin i 

; ; ; - ^ ; 3 ;9..^ er - mehrere ' MeSelrif ichtungen und/oder Sensoren if iir MessungenfX J ' : 
I.-- 'S;! " • -^.' der Zellkul ; tur yorgesehen sind, ' dadurch gekemizeichnet 
•C""V^'.";V/-" V ^ ein Tr ennkorper ,/( 7a ) >^ 

\ ^ > '/ (2) zum Verdrangen.eines Teilvolumens des die Zellkuitur 

- - ■ .- uberd 5 c ^nden, flussigen Kulturmediums (4) ahnaherbar und , 

< V ' : ^ , • \, . d ^ es 1 r Portion obersextig des Kulturmediums ,(4), einen ' 
* •' ' • l\" ' ' "' ° Reaiktionsraum ~'(8a) begrenzt.' - ' • , , • : >' '■' 

2 . : Vorrichtung-'nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet , da£ t \ 
/: n /'"V ' \ der Trennkorper J7a) ,zwischen einer'bodennahen Position und t 
^ ■£v' v - . ei ? er bodenfernen Position'hin-und herbewegbar ist und in 

, der bodennahen:Position den Reaktiohsraum (8a). begrenzt ./i ' ' 

' y • 1 f , .^ a£ ^? s ^ns ; ein Tr^nnkorper zu einer oder mehreren, auf : 

vlV'< ^ ' 3 i eweils seitlich zum Verdrangen eines Teilvolumens des die > : 

— V 25 '> , Zellkuitur ■ uberdeckenden/ flussigen Kulturmediums uV*-'.--! : 

:^^J : Z^S;' } - '' pos 5 ltionierbat ^nd dort gegebenenfalis annaherbar ist!' 

\ . / 3P • / :. : : v-^ 0 ' 3611 ^ 6 * ^fnahme^V3af angeordnet sind>; daS voneinander 

■ - •• • > : V f V - ••; : \p^bezie^ungsweise ^Erhohungen; in den ; dazwi schen ' bef ihdl' i chen ^ 
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5. 



6 



' Trennbereichen gebildet sind. und. dafi in den Kulturbereichen 

'das' Kulturmedium (4). vorzugsweise j eweils . als Tropf en (2 5 ) ; 
:. ' yo.rlie.gt. - \ ; v.. ; ,• ; : ' ' ■; ' . ' ' . * • ' 

Vorricht^ng nach- einem der . Anspriiche 1 bis/4, dadurch ; 
• gekennzeicnnet, da* der Boden der- Aufnahme durch wenigstens, 
^inen;Teileines,zu m indest die .Sensoren . ( 6 ) -aufweisenden ; . 
Wafers gebildet 1st. : ■■ , . * n ' 

■ " 'vorrichtung •nach^Qberbegrif f des Anspruches . 1, dadurch ; 
. gekennzeichnet , daSals Aufnahme ein oben of fenes Behaltms 
i J . (3 ) ■= vorgesehen ist; , in -den ,ein Trennk6rper , (7 ) ragt, der . 
■ k ; ^en ; 4saintaufnanmer a u I n 'de S Aufnah^ebehaltnisses (3 ) in F**: 

m • - Teilraum: .irien -gegenuber. ,dem : Gesamtauf nahmevolumen^des . 

V ^ : /Aufnanmebehaltnis^s : ( 3 );kleinvolu I ,igen Reaktionsrau*, ( 8 ) 
fe&vund" der^ndere :Teilraum ^einen Reservoirrau* ,(14 ).... bxldet , 
• ' • • -daE wenigstens ein Stroxnungskanai ; (.9 ) .vorgesehen ist , der 
:: ^inerseits-.an den Reaktionsraum .(8) und. andererseits an den 
' ■ ReservoirrauA '( 14 ) . angeschiossen ist, da*, inner ha lb .des 

• w^^^rs : (^) • :e'in .Oder .ehrere ; Durchtrittskanale (15 ) 
: ^vorgesehen. sind, sdie in den kleinvoluxuigen .Reaktionsraum 
A .. { ::(8r des^Aufnahmebehai^ 

'(14) des Auf nahmebehal tnis ses " rnunden .^?;y ^' ■' 

- gekennzeichnet; dafi ein oder mehrere Sensoren :(6J und/oder 
• V Mefieinrichtungen/ im Bereich des ..Reaktionsraumes (8 , 8a) 
■ ang.eoirdnet sind, • ■ \ 7. ;>:'..'•' / : * : ■ V/; 

^ Vorrichtung hach .Anspruch = 6 oder 7 , dadurch gekennzeichnet, 
da^erTrennk6rper;(7.)innerhalb des. Auf nahmebehal tnis ses 
. :< 3 ) ' zwischen einer,bodennahen Position und einer bodenf ernen 
' Position hin-und. herbewegbar .ist.. ' ' 



' 7 - •• • 
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yorrichtung nach einem 'der Anspruche . 1 bis 8, dadurch \ ' 
/•.; v . ..;. ; ,.gekenn2eichn^tV daS die dem fioden (5) zugewandte Seite -des . . 
•..Trennkorpers (7) zumindest eine den fur die Messung der durch 
die Zellen verbrauchten oder gebildeten Substanzen abdeckende 
.•• ■ " beziehungsweise begrenzende Flache, insbesondere eine . der . ,' 
■ : • ' 5ens 9^~ ober f Ia .che ientsprechend'e' Flache "aufweist , . 



.10 .^ vorrichtung nach /einem der . Anspruche ; 6 bis" -9 , dadurch . . 
• v - : : -r-l^ ; gekenn.zeichnet , da£ ' der iTrennkorper ^ ( ?•) ; von oben in das V^ ' 

^■B '-f > ^y° : F^ :i = a ^^ ri: ^ ' n^cti . /; eiriein .der i^ispruche . i bis 1 0 , . dadur ch^ \ 

' . . ^ • ... ...gekennzeichnet daft rfpr shoh=n^ m_ i.^' ' i- ' • • 



. V y ; r 9ekennzeichne t , dafi der Abs tand .des. Trennkorpers ( 7 ) von * ' • • . 

O 5> ' 'hV . Zellkultur (2) und . damit die bodennahe Position des^ ^J 

i ' / ~- 15 , '" , "Trennkorpers' (7) einstellbar xst. ' , " • ■/ 'r -. ' ■ v 

.'' /\ i 'N>' 1 ^-. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 11, dadurch V"".'."' 
•• y - . ; ' gekennzeichnet, daS der Trennkbrper (7) vorzugsweise , ' 

. % ; V J ' ' -:\ ' ' stempelformig ausgebildet ist und e men Kopf CIO j mit etwa ; ; ; .■ 
•■ 20 Vv dem Qu ^. sch ^ ltt des Auf nahmebehal tni s ses (3) angepaEten :' 

• - y ) ,,Querschnitt ,, hat , • ■ der das Auf nahmebehal tni s i(3) ' in den ,4 ' 
StS^^Cv^^ : ( 8 . ) W d den R^eryoirraum :U4r,aufteilt und'^i-''fc' 

^ ? \'\ sich an den...Trennkorper-K.opf ein nach auSen -f uhrender / '•' ' 

," . . . ■ . Schaf t (11) anschlieSt, dessen ' AuEenquerschni ft kleiner ist f 

- " • ' und dafi :. <3er Zwischenraum zwischen dem Schaf't und der \ 

•i ■ V- : V? : '■ \ ) ' " ' :•; 5 nnenwand , : ^ s Auf nahmebehal tnisseW' (3 ) • den Res ervoirraiim '^^'^ 



'30 ' 13 . ^ ;Vorr ichtung hath einem ; der ; jAnspruche : 6 bis ;, 12 /-'dadurch^ 
- i ".; den ^ eS ^^ oirr ^ (l4 >. mundehde'stromungskanale.vorgesehen 'V'"' ''^ 
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14 ' vorrichtung nach einem der Anspruche 6. bis 13, dadurch 
... -gekennzeichnet, da£ der Stromungskanal durch einen zwischen 
. dem Trennkorper (7) -und der Ihnenwand des-Auf nahmebehalt- 
nisses (3) vorgesehen Ringspalt (9) oder eine Rand- 
: prof ilierung gebildet ist und daS.dieser Stromungskanal. 
• •. r. beziehungsweise Stromungskanale bei " einem hohenvers tellbaren 
Trennkorper (7) zumindest im Hubbereich zwischen . der 
: bodennahen • Position; und der . bodenf ernen Position ; des 
Trennkorpers .(7) vorhanden ist/sind. 

15 . vorrichtung nach einem der Ansprtiche 1 bis' 14, dadurch. 
' ^ gekennzeichnet/ daS die Unterseite des : Trennkorper s (7) erne. 

Prof ilierung, vorzugsweise 

■' eine f fc^xe'Wolbuhg •au^weist. ; ' 'c..-' . 

16 ' vorrichtung nach 'einem" der .Anspruche 6 bis 15, dadurch 

^-gekehnzeichileti^dafi eine HubbegrenzUng fur den Trennkorper 
-r ( 7 ) -vorgesehen : ist und daS-fdazu ein in der bodennaher 
■U^-J -Position ^irksamer, Vorzugsweise am .oberen Behalterrand 
•,- v: .anlieginder Anschlag am Trennkorper .(7). vorgesehen ist . V 

17 Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , da£ 
- der . am oberen" Behalterrand anliegende Anschlag am Trennkorper 
: ;(7) /.durch einen deriBehal tnisrand ttbergreifenden Deckel (13) 

i' i bder durch einen mi t einem Konusabschni 1 1 in einen Gegenkonus 
■ ider -Behaiteroffnung eingreifenden Deckel gebildet ist.-, _ 

18 'vorrichtung nach einem der Anspruche i bis 17. dadurch 
.' ' .gekehnzeichnet, daS der Trennkorper (7 ) ... oberseitig eine 
; 'insbesondere genormte Auf nahmeof f hung , vorzugsweise einen 
• Aufriahmekonus ' zum Kuppeln mi.t ; einer - Pipette, einer 
: . •Pipettenspitze. oder' einen Dispenser-Kanal aufweist. 
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19 • Vorrichtung nach einem der Anspriiche 6 bis 18, • dadurch 
,. . , •. , :: gekennzeichnet , daE das Aufnahmevo lumen des Reserve irraums 
- (14, 14a) urn ein- Vielf aches groEer ist als- das Aufnahmevo lumen 
des Reaktionsraums (8, 8a) und da£ diese beiden Volumina . sich 
; vprzugsweise : etwa wie 10' : 1 bis /etwa 100:1 verhalten . ' K 



.•20 



•-Vorrichtung" nach einem der Anspruche ^ 1 bis >•!?, '. dadurch 
gekennzeichnet, dafi zumindest am Boden des Behaltnisses. (3) 
.' V; / °' der , ■ der -Au'f nahme . wenig'steris ■ ein V 'chip . mi t ; einem LoderJ 
%° '-^ 'i "■••/• Vorzugswei.se . mehreren Mikros ensor en angeordnet 1st 'v 



' " 21 • Vorrichtung nach einem der , Anspruche 1 bis 20, dadurch V 
. gekennzeichnet , da£ am Trennkorper,,( 1 ). , )aem Reaktionsraum , .. 

(8) und/oder dem Reserve irraum. (14) zugewandt,' "saisoren (6) ' 
15 und/oder Elektroden vorgesehen'.'sind. '< .-' "' 

•• •-:>• f. 22 . Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 21, dadurch"" 
• -f ' gekennzeichnet, daE beabstan.de t zum Behaltnis -Boden und .\ 

" -zwischen diesem und dem in der bodennaher Position ' 
2 ° V . '.. be f indl ichen Tr ennkorper (?) eine mikroporose Membrane (23 ) ,|l 
' Oder dergle.ichen Filter bder Schutzabdeckung " fur die" ' 

ZellkuJ.tur (2) vprgesehen ist • ' 



23 Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 'bis 22, dadurch Bi 
-^P-!f f? '• V g ^ ennz ^^t / daS'-^ der • ^Trehflkbrper' '£ ( if^aGs : giattfem;^® 
, zellabweisenden, inerten und ' leicht ' sterilisierbarem 

VMaterial ^ vprzugsweise'aus Rolytetraf luorathylen besteht . •' X 

• : i.' 2 i 4 V . Y 0r v ic . iltung ; pac ^.'^ i ? lern . J der V ^riichev.1, bis :.23 / : >.dadurch 
30 .: /■ ',' • .fur die ^elikuitur ; V / 

. • ;•;" ; '' r -'; ; .}.\f .'V- (2) . ^J^f 30 ^ •'. 

:j :' /'. ' ' ■ Xi ° P ^ ische ' : . Me ^ ei nrichtung .zug^prdnet' . i s t", die - vor zugsweise * 
.'.•' . unterseitig .angedrdnet ist ^ : •; v •""';• ;'"• > '.\ - 
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25. Vorrichtiing nach einem .. der , Anspruche 6 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet, daii eine Vielzahl von Auf nahmebehaltnissen 
.;■»..• (3) vorgesehen sind, vorzugsweise als/Teil eines Pipettier- 

' automat en (19 ) vorgesehen sind, daS diese Auf nahmebehaltnisse 
5 . (3 ) insbesonderedurchhandelsublicheMultiwell-Platten (20) 

gebildet sind und daS an den unteren Enden der Dispenser- 
Kanale des Pipettierautomaten jeweils die Trennkorper ( 7) 
, vorgesehen sind. - 

10 26 . Vorrichtung nach einem der Anspruche . .1 bis 25, dadurch ■ 
■ '■ gekennzeichnet, daS der Trennkorper (7) an- seiner dem Boden , 

/.abgewandten Seite einen AnschluS zum Verbinden, insbesondere : 
■ ; .. ; : zum Auf s tecken auf einen Dispenserkanal (22) vorzugsweise 

v -i-'.-k a.-- • •' -eines :;Pipettierautomaten aufweist i • : : '. ; y ' .; ;. ; ■(<■ ■ .• ,.v^ •■ ; 
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